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RESUMO

Serra, I.M.R.S.; Coelho, R.S.B.; Ferraz, G.M.G.; Montarroyos, A.V.V. & Silva, D.S. Diversidade fenotipica e patogénica de Colletotrichum,
agente causal de antracnose em mangueira, e identificacdo de espécie. Summa Phytopathologica, v.37, n.1, p.42-51, 2011.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a diversidade
fenotipica e patogénica de 40 isolados de Colletotrichum obtidos de
mangueira no Nordeste do Brasil e identificar diferentes espécies desse
fitopatdgeno, agente causal de antracnose, através da andlise da seqléncia
da regido ITS do rDNA. Quanto a caracterizagdo morfoldgica e cultural,
as colonias dos isolados apresentaram diversidade em relagdo a cor e
aspecto, sendo mais comum a cor branco-cinza, caracteristica de
Colletotrichum gloeosporioides. Nao foram observadas variagdes
expressivas na morfologia dos 40 isolados. Os conidios apresentaram-se,
predominantemente, hialinos e unicelulares, com formato variando de
bastonete para cilindrico. Todos os isolados produziram apressérios
variados em formato e quantidade e apenas 10 isolados apresentaram
setas. Para efeito do crescimento micelial e taxa de crescimento foi
possivel classificar os isolados em sete grupos. Vinte e dois isolados

exibiram taxa de crescimento >10mm/dia, considerada tipica da espécie
C. gloeosporioides. Os isolados foram patogénicos em folhas destacadas
de mangueira, induzindo sintomas de antracnose, na forma de manchas
escuras levemente deprimidas, e apresentando variagdes quanto a
agressividade. Na identificagdo especifica, baseada na analise da seqiiéncia
ITS do DNA ribossomal, 36 isolados amplificaram com o
oligonucleotideos Cglnt, especifico para C. gloeosporioides e o 1TS4,
Os isolados CM1, CM4, CM5 e CM10, ndo amplificaram produtos
para nenhum dos oligonucleotideos especificos, sendo identificados
como Colletotrichum spp. Os resultados desse trabalho demonstraram
que isolados de Colletotrichum, obtidos de mangueira, apresentam
ampla variabilidade morfofisiolégica e patogénica. E que,
possivelmente, existe mais de uma espécie de Colletotrichum que
causa antracnose em mangueira no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave adicionais: Mangifera indica, patogenicidade, rDNA, Glomerella cingulata

ABSTRACT

Serra, I.M.R.S.; Coelho, R.S.B.; Ferraz, GM.G.; Montarroyos, A.V.V. & Silva, D.S.. Phenotypic and pathogenic diversity in Colletotrichum,
causal agent of anthracnose in mango and identification of species. Summa Phytopathologica, v.37, n.1, p.42-51, 2011.

The present work aimed to study the phenotypic and pathogenic
diversity of 40 Colletotrichum isolates obtained from mango trees in
the Northeast of Brazil and to identify different species of this
pathogen, incitant of anthracnose, through the analysis of the ITS
sequence of the ribosomal DNA. As for the morphologic and cultural
characterization, the colonies of the isolates presented diversity
in relation to color and aspect, being more common the color
white-ash, characteristic of C. gloeosporioides. Expressive
variations were not observed in the morphology of the 40 isolates.
The conidia were predominantly hyaline and unicellular varying
in shape from rod to cylindrical. All isolates produced appressoria
of different shapes and in different amounts, and 10 isolates
showed setae. In relation to mycelial growth and growth rate the
isolates were classified in seven groups. Twenty-two isolates

exhibited growth rate >10mm/day, considered typical of C.
gloeosporioides species. The isolates were pathogenic to detached
leaves of mango, inducing anthracnose symptoms such as dark
lesions slightly depressed, and presenting variations of
aggressiveness. In the specific identification based on the analysis
of the ITS sequence of the ribosomal DNA, 36 isolates amplified
with the primer Cglint, specific for C. gloeosporioides and with the
primer ITS4. Isolates CM1, CM4, CM5 and CM10 did not amplify
products for none of the specific primers, being identified as
Colletotrichum spp. The results of this work demonstrate that
Colletotrichum isolates obtained from mango trees present large
morphophysiologic and pathogenic variability, and also that, possibly
exists more than one species of Colletotrichum that causes
anthracnose in mango trees in the Northeast of Brazil.

Palavras-chave adicionais: Mangifera indica, pathogenicity, rDNA, Glomerella cingulata
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A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, é
uma das doencas mais comuns e importantes em frutiferas,
apresentando ampla distribui¢do geogréafica e ocasionando problemas
em regiBes tropicais, subtropicais e temperadas. Ocorre tanto nas
fases de desenvolvimento vegetativo, como reprodutiva de diversos
hospedeiros, sendo mais severa quando afeta os frutos (13).

No Brasil, a antracnose esta disseminada em todas as regides de
cultivo da mangueira (Mangifera indica L.), constituindo fator limitante
na exportacdo de frutos (9). O patdégeno ataca folhas, ramos,
inflorescéncias, pedinculos e frutos, ocasionando prejuizos que variam
em fungdo do grau de suscetibilidade da planta hospedeira e das
condigdes ambientais, sendo mais acentuados em épocas imidas com
temperaturas amenas (27). No Nordeste, a mangueira é cultivada em
todos os estados, em particular nos perimetros irrigados da regido
semi-arida, que apresentam excelentes condicfes para o
desenvolvimento da cultura e obtencdo de elevada produtividade e
qualidade dos frutos. Nessa regido, as principais areas cultivadas de
manga estdo localizadas na Bahia, Pernambuco e Ceara. Nesses
Estados, a antracnose é a doenga mais importante da mangueira, por
forca da elevada incidéncia e severidade, principalmente em frutos
durante o desenvolvimento e na pds-colheita.

O agente causal de antracnose em mangueira e outras fruteiras
tropicais no Brasil como abacate, acerola, goiaba, caju, mamao,
maracuja, citrus e outras, tem sido referido como Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (22). Relatos sobre doencas
causadas por C. gloeosporioides em diversos hospedeiros tém
demonstrado freqiientemente que o fungo apresenta ampla variabilidade
morfoldgica, fisioldgica e patogénica (2, 3, 28). O género Colletotrichum
é notoriamente variavel em relacdo a determinadas caracteristicas,
destacando-se a patogenicidade, demonstrada em diversos
patossistemas como C. graminicola (Ces.) GW.Wils. - sorgo (8); C.
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib. - feijoeiro comum (5); C.
acutatum J.H. Simm. e C. gloeosporioides - morangueiro (16). Portanto
a ocorréncia de populagBes de Colletotrichum ssp. com comportamento
patogénico diferenciado pode determinar variagdes na expressao da
doenga, interferindo na adogéo de estratégias de controle (13).

A identificacdo da espécie de Colletotrichum responsavel por
antracnose em frutiferas é fundamental para o desenvolvimento e
implantacdo de métodos eficientes no controle da doencga. Freeman
(14) descreve que varias espécies de Colletotrichum podem afetar um
mesmo hospedeiro, citando como exemplos a antracnose em abacateiro
e mangueira, causadas por C. gloeosporioides e C. acutatum, e em
morangueiro por C. gloeosporioides, C. fragariae Brooks e C.
acutatum. Por outro lado, segundo este mesmo autor, uma Unica espécie
de Colletotrichum pode infectar diferentes hospedeiros.

Tradicionalmente, a caracterizacdo e determinacdo taxondmica de
Colletotrichum spp. tém sido quase que exclusivamente feita por meio
de caracteristicas morfolégicas, culturais e patogénicas, como morfologia
de conidios, formacéao de apressorios, presenca e auséncia de setas,
presenca e auséncia de teleomorfo, coloracdo de colbnias, taxa de
crescimento micelial, além da gama de hospedeiro (14, 29). Atualmente,
técnicas biotecnoldgicas tém sido empregadas para auxiliar nos estudos
taxondmicos de Colletotrichum spp. Estas incluem analises da
seqliéncia de nucleotideos da regido espagadora transcrita (ITS) do
DNA ribossomal (rDNA), de genes da b-tubulina 2 (tub2) e histona 4
(his4), glutamina sintase (GS), genes introns gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GPDH), DNA mitocondrial (mtDNA) e a utilizacdo
de marcadores como RAPDs, RFLPs e AFLPs (15, 32).

A eficiéncia de métodos de controle mais utilizados para a
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antracnose da mangueira depende do conhecimento da variabilidade e
caracterizacdo a nivel especifico do agente causal. Neste sentido, o
presente trabalho teve como objetivo estudar a diversidade fenotipica
e patogénica de isolados de Colletotrichum obtidos de mangueiras no
Nordeste do Brasil e identificar diferentes espécies desse fitopatégeno
agente causal de antracnose em mangueira, mediante a analise da
sequiéncia daregido ITS do rDNA.

MATERIAL E METODOS

Culturas fangicas e condigdes de crescimento

Os isolados foram obtidos de lesdes tipicas de antracnose de folhas
de mangueira, provenientes de varias regides do Nordeste brasileiro,
conforme mostra a Tabela 1.

Apos as etapas rotineiras de limpeza e desinfestagdo do material,
fragmentos da regido de transigdo, entre a lesdo e os tecidos sadios
(23) foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) e, em seguida, incubados a 25+2°C, sob
alternancia luminosa (12h de claro/ 12h de escuro). Posteriormente,
fragmentos do micélio de col6nias caracteristicas do género
Colletotrichum, foram transferidos para tubos contendo BDA e
incubados nas mesmas condicdes ja citadas. Os isolados foram
codificados e, as culturas puras preservadas em tubos de ensaio
contendo BDA, sob refrigeragédo (5°C).

Morfologia e caracteristicas culturais de Colletotrichum em
BDA

Para os estudos morfoldgicos, todos os isolados de Colletotrichum
foram avaliados quanto ao aspecto da colénia, forma e dimensdes de
conidios, formacgdo de apressérios e auséncia e presenca de setas,
empregando-se a técnica de microcultura (23) para auxiliar as analises
morfolégicas. A incubacdo foi realizada em condicdes de laboratério
(25°C, aproximadamente), durante o periodo de trés a sete dias, sob
condicdo de alternancia luminosa (12h claro/ 12h escuro). Foram
medidos cinqiienta conidios de cada isolado. As dimensdes desses
conidios foram determinadas em microscépio éptico com aumento de
400x, utilizando-se de uma ocular micrométrica, anotando-se o
comprimento e a largura média, além da amplitude de variagdo. Foi
também observado o formato predominante dos mesmos, obtendo-se
no final uma avalia¢do da variabilidade morfoldgica dos conidios.

Observagdes quanto a producdo de apressérios também foram
avaliadas, por meio da técnica de microcultura, permitindo a visualizacdo
da forma, coloracédo e quantidade formada, sendo documentados por
fotomicrografias. Com relacéo as caracteristicas das col6nias, culturas
dos quarenta isolados foram preparadas em BDA e incubadas, durante
sete dias, nas mesmas condicdes citadas anteriormente. Quatro
repeticBes foram preparadas para cada isolado. A avaliagdo consistiu
na observagdo do aspecto topografico das colbnias e coloragdo das
mesmas.

Caracterizacao fisioldgica e patogénica de Colletotrichum
obtidos de mangueira

Crescimento micelial em BDA

Para o estudo das caracteristicas fisiolégicas, discos da cultura de
cada isolado (5,0mm de didmetro), oriundos de coldnia jovem, foram
transferidos para o centro de placa de Petri, contendo meio BDA, as
quais foram incubadas a 25 +2°C, sob condicéo de alternéncia luminosa
(12h claro/ 12h escuro). Foi observado o crescimento do micélio,
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Tabela 1 - Origens geogréficas e gendtipos hospedeiros de mangueira dos 40 isolados de Colletotrichum coletados no Nordeste do Brasil, usados no estudo.

Isolados Origem Geogréafica/ Municipio/Estado Regido Gendtipos Hospedeiros
CMm1 Veneza-MA Sertdo maranhense Manga Rosa
CM2 Casa Forte-PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM3 Veneza-MA Sertdo maranhense Manga Rosa
CM4 Veneza-MA Sertdo maranhense Manga Rosa
CM5 Veneza-MA Sertdo maranhense Manga Espada
CM6 Cordeiro-PE Metropolitana Recife Manga Espada
cM7 Camaragibe-PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM8 Camaragibe-PE Metropolitana Recife Manga Rosa
CM9 Paulista-PE Zona da Mata Norte Manga Espada
CM10 Paulista-PE Zona da Mata Norte Manga Comum
CM11 Paulista-PE Zona da Mata Norte Manga Rosa
CM12 Paulista-PE Zona da Mata Norte Manga Espada
CM13 Primavera-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM14 Dois Irméos PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM15 Bonanga-PE Zona da Mata Norte Manga Espada
CM19 Ipojuca-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM22 Ipojuca-PE Zona da Mata Sul Manguito
CM23 Ipojuca-PE Zona da Mata Sul Manga Comum
CM24 Ipojuca-PE Zona da Mata Sul Manga Jasmim
CM26 Camaragibe-PE Metropolitana Recife Manga Maranhédo
CMm27 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Comum
CM29 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM30 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM31 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Comum
CM32 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM34 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM35 Cabo Sto. Agostinho-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM37 Ipojuca-PE Zona da Mata Sul Manga Espada
CM38 Dois Irméos-PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM39 Dois Irméos-PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM40 Goiana-PE Zona da Mata Norte Manga Espada
CM41 Goiana-PE Zona da Mata Norte Rosari

CM43 Goiana-PE Zona da Mata Norte Manga Rosa
CM44 Goiana-PE Zona da Mata Norte Manga Espada
CM45 lgarassu-PE Metropolitana Recife Rosari

CM52 Camaragibe-PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM55 Lagoa grande-PB Brejo Paraibano Manga Espada
CM56 Campus UEMA-MA Metropolitana S&o Luis Manga Rosa
CM57 Dois Irméos-PE Metropolitana Recife Manga Espada
CM58 Campus UFPB-PB Brejo Paraibano Manga Espada

medindo-se o diametro da colonia em intervalos de 24 horas, com
auxilio de uma régua milimetrada, tomando-se duas medicdes, em
sentidos diametralmente opostos. Em seguida, foi estabelecida a média
de crescimento linear para cada placa. As leituras foram iniciadas 48
horas ap0s a instalacdo do experimento, até a colonizagdo de toda a
superficie do meio de cultura, que correspondeu a sete dias de incubagéo.
Para avaliacdo do crescimento micelial foram consideradas as leituras
feitas até o quinto dia de incubag&o. O calculo da taxa de crescimento
foi realizado de acordo com Lilly & Barnett (20).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com quatro repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida
por uma placa de Petri. As médias dos dados obtidos foram comparadas
utilizando-se o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Patogenicidade dos isolados de Colletotrichum

Na avaliacdo do comportamento patogénico, os 40 isolados foram
inoculados em folhas jovens, destacadas de mangueira (cultivar-
Espada), usando-se discos de micélio e meio de cultura (5mm de
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diametro) retirados de culturas do patégeno, com cinco dias de idade,
crescidas em BDA. Aiinoculacéo foi realizada utilizando método com
ferimento, produzido com estilete flambado, depositando-se o inéculo
em trés pontos da superficie foliar. Ap6s a inoculagdo, as folhas foram
acondicionadas em bandejas plasticas forradas com papel de filtro e
mantidas em camara Umida até o aparecimento dos sintomas. Para as
testemunhas repetiram-se 0s mesmos procedimentos, porém sendo
depositados somente discos de meio de cultura BDA. As bandejas
foram mantidas a 25 £2°C, sob condicao de alternancia luminosa (12h
claro/ 12h escuro).

A avaliagdo foi realizada aos sete dias apds a inoculagédo, por meio
da leitura do diametro das lesGes e observacédo das caracteristicas das
lesdes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
com quatro repeti¢Ges (representadas por bandejas), e cada parcela
constituida por cinco folhas/bandeja, sendo os dados submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade.

Identificacdo especifica do agente causal da antracnose em
mangueira

Extracéo e quantificacdo do DNA fangico

Os isolados de Colletotrichum foram cultivados em 150mL de
Batata-dextrose (BD) a temperatura de 25 2°C, sob condigdo de
alternancia luminosa (12h claro/ 12h escuro), com suaves agitagdes
duas vezes ao dia, durante seis dias. O DNA dos isolados foi extraido
a partir de 250 mg de micélio de acordo com o protocolo modificado
descrito por Faleiro et al. (10) O micélio foi coletado por filtracdo e
triturado em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido.
Posteriormente, adicionou-se o tampdo de lise (50mM Tris-HCL, pH
8,0; 50mM EDTA; NaCl 5M; 3% dodecil sulfato de sodio (SDS); 1%
de b-mercaptoetanol) seguido de 30 minutos de incubacéo a 70°C com
agitacdo a cada 10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a14.000 rpm, durante 10 minutos e aos sobrenadantes foi adicionado
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). A seguir as amostras foram
agitadas por suaves inversdes e novamente centrifugadas. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e o processo de
desproteinizagdo foi repetido.

Para a precipitacdo do DNA foram adicionados aos sobrenadantes
finais, NaCl 5M e isopropanol refrigerado. Os tubos foram mantidos
por 2 horas a -20°C, ap0s essa etapa foi repetida a centrifugagdo. Os
precipitados foram lavados duas vezes com etanol 70% e secos a
temperatura ambiente. Posteriormente, os acidos nucléicos foram
ressuspendidos em 150 mL de 4gua contendo RNAse na concentragao
de 40mg/mL e colocados em banho-maria a 37°C por 1 hora para
ressuspensdo e digestdo dos acidos ribonucléicos. O DNA foi
quantificado visualmente em gel de agarose a 0,8% e corado em solugdo
de brometo de etidio a 0,05 mg/L, a partir da compara¢do com um
padrdo de DNA (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen).

Anélise da seqiiéncia ITS do DNA ribossomal

Os 40 isolados de Colletotrichum obtidos de mangueira foram
submetidos a reacdo de PCR, com iniciadores especificos (“primer”
ITS1). Para C. gloeosporioides foi utilizado o primer (Cglnt): 5’-
GACCCTCCCGGCCTCCCGCC-3’ e para C. acutatum o primer
(Calnt2): 5’-GGGGAAGCCTCTCGCGG-3" (34). Os
oligonucleotideos foram usados em conjunto com o primer universal
conservado ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATTGATATTGC-3’), por
corresponder a uma sequiéncia contida na subunidade 28S do DNA
ribossomal.
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A reacdo de amplificacdo foi realizada segundo protocolo descrito
por Afanador-Kafuri et al. (2), para um volume final de 25mL contendo
10 a 70ng de DNA gen6mico, 0,25mM de cada oligonucleotideo,
200mM de dNTPs, 1,5mM MgCIZ, 1,25 U Taq DNA polymerase e
agua ultra pura para completar o volume final. A amplificacdo foi
realizada sob as seguintes condi¢6es: um ciclo a 95°C por 5 minutos,
40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C por
1,5 minutos, e um ciclo de 72°C por 5 minutos. Os produtos de
amplificacdo foram separados em géis de agarose a 1,5% em tampédo
Tris-acetate-EDTA. Aeletroforese horizontal ocorreu a 80V até que a
linha de fronte migrasse 5cm, em seguida o gel foi corado em solugéo
de brometo de etidio a 0,5mg/l, tendo os produtos sidos visualizados
sobre luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia e caracteristicas culturais de Colletotrichum em BDA

Os conidios, oriundos dos isolados, quando observados ao
microscépio binocular, apresentaram-se hialinos, unicelulares,
cilindricos ou retos e com apice obtuso. Estes foram produzidos em
acérvulos, na grande maioria dos isolados, em sucessao na extremidade
de conidioforos fialidicos ou no pice de setas e apresentaram grande
variacdo em relacdo ao comprimento. Resultados semelhantes foram
obtidos por Menezes & Hanlin (24, 25) quando estudaram a
variabilidade de isolados de C. gloeosporioides obtidos de abacate de
diferentes regides do Nordeste. As dimensdes dos conidios estdo
apresentadas na Tabela 2. Os isolados CM7, CM13, CM15, CM22,
CM24, CM38, CM52 e CM55 foram os que apresentaram maiores
médias de comprimento, destacando-se 0 CM52 e CM13, cujos
comprimentos (18,0mm) foram superiores ao padrao freqlientemente
encontrado. Este resultado sugere a ocorréncia de segregacéo genética,
a qual pode estar relacionada a condicdo nuclear dos conidios, fato
este ja relatado por Serra & Silva (29) e Menezes & Hanlin (25). O
comprimento médio dos conidios variou de 10,8 a 18,0mm e a largura
de 3,2 a 4,3mm. Esta variacdo, observada em todos os isolados, esta
dentro dos limites indicados para C. gloeosporioides, segundo Freeman
(14). Neste trabalho os isolados apresentaram conidios uninucleados
em 90% dos casos. TeBeest (33), realizando estudos com trés espécies
de Colletotrichum, observou a presenga de conidios uninucleados (97%),
binucleados (2%) e trinucleados (1%) e segundo o autor o0 nimero de
nlcleos variou com o tipo de meio de cultura usado no estudo.

Embora ndo seja de valor taxonémico, a presenca de setas foi
observada em 25% dos isolados. Estas se apresentaram retas, septadas
e escuras, com apice mais claro. Os isolados que exibiram estas
estruturas foram CM1, CM3, CM4, CM5, CM6, CM31, CM39,
CM56, CM57 E CM58. Todos os isolados produziram apressorios
variados em formato e quantidade, com coloracdo castanha escura e
forma ovalada a irregular, ndo sendo possivel a utilizagcao dessa estrutura
para diferenciar os isolados, segundo Menezes & Hanlin (24). Aforma
ovalada ou irregular foi a que predominou, sendo possivel observar
outras formas. Quanto a caracterizagdo quantitativa de formacéao dos
apressorios, os isolados foram agrupados como de producdo abundante
(...), com producéo mediana (..) e com produc&o escassa (.), conforme
mostra a Tabela 2.

As coldnias apresentaram grande diversidade com relagdo a cor e
aspecto, de acordo com os diferentes isolados, sendo predominante a
cor branco-cinza, caracteristica de C. gloeosporioides (Figura 1). Em
alguns casos foi visivel a producao de massa de conidios distribuidas
em anéis concéntricos na superficie da colonia, de coloragéo alaranjada
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Tabela 2. Caracteristicas morfologicas e médias do comprimento e largura dos conidios de 40 isolados de Colletotrichum associados & antracnose em

mangueira.
Isolados Compriment?(um) L;.argura(u.m) (‘%T),Con'l'dios Setas Apressorios*
Média (amplitude) Média (amplitude) cilindricos

cM1 13,6 (9,9 - 16,5) 3,8 (3,3 - 4,9) 100 +
CcM2 15,1 (13,2 - 19,8) 35 (2,6 - 4,9) 100 -
CM3 11,6 (9,9 - 13,2) 43 (3,3-49) 70 +
CM4 14,6 (13,2 - 18,1) 3,6 (33-49) 100 +
CM5 14,0 (13,2 - 16,5) 3,6 (33-49) 100 +
CM6 11,7 (9,9 - 14,8) 3,3 (2,6 - 3,3) 100 +
cM7 17,5 (13,2 - 21,4) 3.4 (3,3 - 4,9) 100 -
CcM8 15,6 (13,2 - 18,1) 33(33-) 100 -
CM9 13,0 (9,9 - 14,8) 35(33-49) 100 -
CM10 13,4 (11,5 - 14,8) 35(33-49) 100 -
CM11 15,1 (13,2 - 18,1) 33(26-49) 70 -
CM12 13,7 (9,9 - 16,5) 3,9 (3,3 - 6,6) 100 -
CM13 18,0 (16,5 - 19,8) 3,3 (2,6 - 4,9) 100 -
CM14 12,2 (6,6 - 14,8) 35 (3,3 - 4,9) 100 -
CM15 17,7 (16,5 - 23,1) 3,3(2,6-33) 100 -
CM19 15,1 (11,5 - 19,8) 3333-) 100 -
CM22 17,1 (14,8 - 19,8) 3333-) 100 -
CcM23 10,8 (8,25 - 13,2) 41 (3,3 - 4,9) 100 -
CM24 17,5 (13,2 - 23,1) 33(33-) 80 -
CM26 16,4 (13,2 - 21,4) 3,3 (2,6 - 3,3) 70 -
CcMm27 14,2 (13,2 - 16,5) 3,4 (33-49) 100 -
CM29 15,0 (14,8 - 18,1) 3,4 (33-49) 100 -
CM30 14,2 (13,2 - 16,5) 3,4 (33-49) 100 -
CM31 14,5 (11,5 - 16,5) 33(33-) 100 +
CM32 14,7 (13,2 - 16,5) 33(33-) 100 -
CM34 16,8 (14,8 - 19,8) 3,3 (2,6 - 3,3) 100 -
CM35 16,5 (13,2 - 19,8) 3333-) 100 -
CM37 14,2 (13,2 - 18,1) 3,6 (33-49) 100 -
CM38 17,6 (14,8 - 21,4) 3333-) 100 -
CM39 11,9 (9,9 - 14,8) 33 (3,3 - 4,9) 100 +
CM40 15,7 (13,2 - 18,1) 33(33-) 100 -
CM41 16,2 (13,2 - 18,1) 33(33-) 100 -
CMm43 16,5 (13,2 - 19,8) 3333-) 100 -
CMm44 15,5 (13,2 - 16,5) 3333-) 100 -
CM45 16,5 (13,2 - 19,8) 3,3(2,6-33) 100 -
CM52 18,1 (16,5 - 19,8) 3,3 (2,6 - 3,3) 100 -
CM55 17,0 (14,8 - 19,8) 33(33-) 100 -
CM56 10,9 (9,9 - 14,8) 36 (3,3 - 4,9) 100 +
CM57 13,2 (9,9 - 14,8) 3333-) 100 +
CM58 11,4 (6,6 - 16,5) 3,4 (33-49) 100 +

* Indica (+) presenca (-) auséncia de setas. Producéo de apressorios (...) abundante, (..) mediana e (.) escassa.

(CM31- isolado de manga espada). Algumas culturas formaram
peritécios, porém com baixa produgao de conidios, enquanto que outras
produziram conidios em abundancia, mas ndo formaram peritécios.
As coldnias variaram também quanto a formacgdo de micélio aéreo
flocoso sem conidios aparentes, a micélio escasso e submerso, porém
bem esporulado, aos sete dias de incubacéo, destacando-se os isolados
CM1, CM3, CM4, CM5, CM10, CM12, CM23, CM31, CM39,
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CM56 E CM57 Johnston & Jones (17), estudando a caracterizagdo
cultural, como aspecto de coldnias, de diversos isolados de
Colletotrichum obtidos de fruteiras, na Nova Zelandia, puderam
reconhecer 16 grupos distintos. Estudos semelhantes foram realizados
por outros pesquisadores, 0s quais classificaram isolados de espécies
de Colletotrichum em grupos e subgrupos, em funcdo da variagdo
observada em cultura (1,19).
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Figura 1. Aspecto cultural das coldnias de 40 isolados de Colletotrichum
obtidos de mangueira, em meio de Batata-Dextrose-aga (BDA), aos sete
dias de incubagéo.

Caracterizacdo fisioldgica e patogénica de Colletotrichum spp
obtido de mangueira

Crescimento micelial em BDA

Os resultados obtidos para o crescimento micelial dos diferentes
isolados de Colletotrichum, obtidos de mangueira, estao representados
na Tabela 3. O confronto das médias pelo teste Scott-knott, a 5% de
probabilidade, para efeito do crescimento micelial dos isolados,
aos cinco dias de incubag&o, revelou diferencas significativas entre
as médias, permitindo a classificagdo em sete grupos. Os 22 isolados
pertencentes aos grupos 1, 2, 3, 4 e 5, tiveram crescimento
compativeis com aqueles observados para a espécie de C.
gloeosporioides. Nos grupos 6 e 7, compreendendo 18 isolados,
foram verificados os menores crescimento, destacando-se o isolado
CM43, proveniente de Goiana-PE, que apresentou o menor
crescimento micelial (2,69cm). Estes resultados, conforme
Adaskaveg & Foster (1), podem sugerir o enquadramento dos
isolados dos grupos 6 e 7 na espécie C. acutatum em funcéo do
crescimento reduzido. Entretanto, Freeman et al. (13) relatam que
isolados de C. gloeosporioides, obtidos de amendoeira, tem
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crescimento que ndo diferem de C. acutatum, proveniente de
morangueiro. Assim o crescimento micelial ndo constitui carater
decisivo na determinagdo de espécies de Colletotrichum, mas pode
revelar a ocorréncia de variabilidade intraespecifica, visto que a
condicdo heterozigoética ou reproducéo sexuada tém possibilidades
de gerar novos bi6tipos na populagdo com comportamento variavel.

Quanto a taxa de crescimento micelial, avaliada em mm/dia, a
analise de agrupamento com base no teste de Scott-Knott
possibilitou a classificagéo dos isolados em sete grupos (Tabela 3).
A exemplo do que ocorreu em relacéo ao crescimento micelial, 22
isolados, pertencentes aos grupos 1, 2, 3 e 4, exibiram taxa de
crescimento >10mm/dia, considerada como tipica da espécie C.
gloeosporioides, segundo Adaskaveg & Foster (1). Os isolados
CM12 e CM38, do grupo 4, e os demais isolados dos grupos 5, 6
e 7, tiveram crescimento inferior a 10mm, exibindo, portanto,
caracteristicas de C. acutatum. O CM43 apresentou a menor taxa
de crescimento (1,44 mm/dia), constituindo o Unico representante
no grupo 7. Do mesmo modo que no crescimento micelial, a taxa de
crescimento ndo deve ser considerada carater de valor taxondmico
essencial, podendo, no entanto, caracterizar variabilidade
intraespecifica em Colletotrichum spp.

Patogenicidade dos isolados de Colletotrichum

Todos os isolados foram patogénicos em folhas destacadas de
mangueira, induzindo sintomas de antracnose na forma de manchas
escuras levemente deprimidas. A avaliacdo da patogenicidade dos
isolados, por meio do didmetro das lesdes, apresentou diferengas
estatisticas significativas entre isolados (Tabela 3). Com base no
teste de Scott-Knott foi possivel separar os isolados em cinco
grupos de acordo com a agressividade. Os grupos 1 e 2 foram o0s
mais agressivos, no entanto, compreenderam apenas 6 isolados,
conforme mostra a Figura 2. O grupo 5, contendo 15 isolados, foi
0 menos agressivo. O isolado CM31 apresentou 0 menor diametro
de lesdo, sendo considerado 0 menos agressivo.

Avariabilidade patogénica é um parametro de grande importancia
na caracterizagdo de isolados de Colletotrichum e, em funcéo disto,
diversos trabalhos tém sido desenvolvidos levando em consideragéo
esta caracteristica (2, 16). Souza & Sobrinho (30), estudando isolados
de C. gloeosporioides obtidos de mangueira, quanto as caracteristicas
morfoldgicas e patogénicas, evidenciaram variabilidade entre os
isolados. Avaliando a patogenicidade de 290 isolados de C.
gloeosporioides, provenientes de abacateiro e mangueira, Swart (31)
mostrou que houve formac&o de grupos baseado na agressividade dos
isolados. Os obtidos de mangueira formaram trés grupos, comparado
com os de abacateiro que formaram quatro grupos, sendo comprovada
variacéo na agressividade dos isolados.

Exceto pelos isolados mais agressivos, coletados em Goiana-PE
(CM40, CM41 e CM43) e Cabo de Santo Agostinho-PE (CM29 e
CM35), ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre a origem
geogréfica e agressividade dos isolados. Resultados semelhantes foram
obtidos por Assungdo (4) ao ndo detectar agressividades diferenciadas
em isolados de C. gloeosporioides, obtidos de cebola, com relacéo
as suas origens.

A anélise de Correlagdo de Pearson para as variaveis,
crescimento micelial, taxa de crescimento e didmetro da lesdo
(Tabela 3) evidenciou correlacdo positiva (0,9357) significativa ao
nivel de 1% de probabilidade, entre crescimento e taxa de
crescimento e correlacdo negativa entre crescimento micelial e
diametro da lesdo (-0,5390) e taxa de crescimento e diametro da
lesdo (-0,5989). Na primeira correlacdo, de classificacdo de
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Tabela 3 - Crescimento micelial aos cinco dias de incubagéo, taxa de crescimento micelial e patogenicidade dos 40 isolados de Colletotrichum obtidos de
mangueira.

Crescimento

Isolados micelial (cm) Taxa de crescimentomicelial (mm/dia) Patogenicidade
GC ' GTC Diametro da lesao (cm) GA

CM14 7,13 a 1 15,84 a 1 1,07 e 5
CM5 6,77 a 1 14,16 b 2 1,26 d 4
CM9 6,73 a 1 14,16 b 2 0,97 e 5
CM39 6,67 a 1 14,88 a 1 0,87 e 5
CM57 6,89 a 1 15,84 a 1 161c 3
CM4 6,56 b 2 15,60 a 1 1,00 e 5
CM30 6,45 b 2 13,44 b 2 1,09 e 5
CM8 6,32 b 2 14,16 b 2 0,98 e 5
CMm1 6,30 b 2 14,40 b 2 1,07 e 5
CM56 6,12 b 2 12,96 ¢ 3 1,78 ¢ 3
CM10 5,96 ¢ 3 13,92 b 2 1,15d 4
CM31 592 ¢ 3 10,10 d 4 0,74 e 5
CM3 588 c 3 12,96 ¢ 3 0,95 e 5
CM58 5,64 c 3 13,44 b 2 142 ¢c 3
CM24 5,44 d 4 12,96 ¢ 3 149 ¢c 3
CM13 5,16 d 4 12,00 ¢ 3 0,83 e 5
CM11 512d 4 10,80 d 4 1,05e 5
CM7 4,84 e 5 11,04 d 4 091 e 5
CM2 4,66 e 5 12,24 ¢ 3 0,84 e 5
CM12 451 e 5 9,84 d 4 147 c 3
CM15 4,49 e 5 10,56 d 4 152¢c 3
CM23 4,45 e 5 8,16 e 5 1,21d 4
CM34 4,10 f 6 7,44 e 5 1,37 d 4
CM22 4,07 f 6 10,80 d 4 1,29 d 4
CM38 4,07 f 6 9,84 d 4 101 e 5
CM41 4,05 f 6 7,68 e 5 2,15 a 1
CM26 4,01 f 6 10,10 d 4 1,17 d 4
CM35 397 f 6 7,92 e 5 1,86 b 2
CM6 395 f 6 7,20 e 5 1,66 c 3
CM52 389 f 6 12,24 ¢ 3 1,98 b 2
CM29 3,60 g 7 552 f 6 1,89 b 2
CM19 3,52 g 7 6,96 e 5 1,24 d 4
CM45 3,52 g 7 6,00 f 6 1,13 d 4
CM32 3409 7 5,76 f 6 1,34 d 4
CM37 3,36 ¢ 7 7,92 e 5 165c 3
CM55 3259 7 4,80 f 6 147 c 3
CM40 3,24 g 7 6,00 f 6 2,17 a 1
CM44 3,16 g 7 5,28 f 6 1,69 c 3
CM27 312 g 7 7,20 e 5 144 c 3
CM43 2,699 7 1,44 g 7 2,22 a 1
C.V. 7,59 11,35 14,46

* Txc = (C96-C48)/T (Lilly & Barnet, 1951). Média de quatro repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minGscula (no sentido vertical), pertencem
ao mesmo grupo, de acordo com o teste de Scott-Knot ao nivel de 5% de probabilidade.
GC - grupo de crescimento micelial; GTC - grupo de taxa de crescimento; GA - grupo de agressividade.
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magnitude muito alta (26), confirmou-se o resultado esperado, visto
que a taxa de crescimento é calculada em fungéo do crescimento
dos isolados. Entretanto, nas demais correlagdes, verificaram-se,
em nivel de classificacdo substancial, que quanto menor o
crescimento ou taxa de crescimento, maior a agressividade do
isolado. Isto pode ser destacado em relagdo aos isolados CMA40,
CM41 e CM43 que exibiram baixas taxas de crescimento e maiores
didmetros de lesBes. Este resultado sugere a possibilidade do uso
do crescimento micelial em BDA para classificacdo e selegdo de
isolados mais agressivos de Colletotrichum em mangueira, devendo-
se, porém, ser exigida correlacdo de maior magnitude que a
observada. Em alguns fungos fitopatogénicos, correlagdes variaveis
tém sido relatadas entre o crescimento micelial e agressividades,
sendo ndo significativas como nos patossistemas C. gloeosporioides
- mangueira (3) e Fusarium udum Butler - guandu (Cajanus cajan
(L.) Millsp.) (18) e significativas observadas nos patossistemas
Phytophthora cinnamomi Rands -Eucalyptus smithii R.T. Baker
(r=0,51), segundo Linde et al. (21) e Microdochium nivale (Fr.)
Samuels & Hallet (= Fusarium nivale) - trigo (r=-0,80) (6).

Analise da sequiéncia ITS do DNA ribossomal

O DNA de 40 isolados de Colletorichum spp. obtidos de
mangueira foi amplificado com os oligonucleotideos especificos
para C. gloeosporioides (Cglnt) e C. acutatum (Calnt2), conforme
mostra a Tabela 4. Os produtos de PCR dos isolados representativos
da populacéo estdo apresentados na Figura 3. Todos os isolados
amplificaram com os oligonucleotideos Cgint e 0 ITS4, com exce¢do
dos isolados CM1, CM4, CM5 e CM10, que ndo amplificaram

produtos para nenhum dos oligonucleotideos especificos, sendo
identificados como Colletotrichum spp., apesar de terem sido
caracterizados como C. gloeosporioides, com base nas
caracteristicas morfoldgicas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Afanador-Kafuri et al. (2) que observaram
incongruéncia entre critérios morfolégicos e moleculares para
identificacdo de espécies de Colletotrichum de tamarineira,
mangueira e maracujazeiro.

Os oligonucleotideos especificos para C. gloeosporioides e C.
acutatum tem sido bastante usados em varios estudos para
identificagdo de populacdes de Colletotrichum que causam
antracnose em varios hospedeiros. Por exemplo, Forster &
Adaskaveg (12) usando os mesmos oligonucleotideos, confirmou
que C. acutatum é a espécie causal de antracnose em amendoeira na
California. Brown et al. (7) confirmaram que C. gloeosporioides e
C. acutatum sdo responsaveis por antracnose em Citrus na Florida.
Estudos realizados por Afanador-Kafuri et al. (2) demonstraram
que os oligonucleotideos Calnt2 e Cglnt foram eficientes para
diferenciar isolados de Colletotrichum obtidos de tamarineira e
mangueira a nivel de espécie. Baseado na andlise daregido ITS- rDNA,
com os oligonucleotideos especificos, 0s autores puderam confirmar
que todos os isolados de tamarineira, foram identificados como C.
acutatum e que os obtidos de mangueira, foram identificados como C.
gloeosporioides.

Estudos com antracnose em mangueira demonstraram que 0
desenvolvimento de estratégias de controle eficientes e rentaveis tem
sido facilitado devido a uma determinagdo precisa da etiologia de
doencas causadas por Colletotrichum e um melhor conhecimento da

Tabela 4 - Identificacdo espécie-especifica de isolados de Colletotrichum obtidos de mangueira a partir da amplificagdo da regido ITS do rDNA, usando

os primers Calnt2/ITS4 e Cglnt/1TS4",

Isolado Reacéo dos primers Espécies Isolado Reacéo dos primers Espécies
Cglnt Calnt2 Cglnt Calnt2

CM1 - - Colletotrichum sp. CM27 + - C. gloeosporioides
CM2 + - C. gloeosporioides CM29 + - C. gloeosporioides
CM3 + - C. gloeosporioides CM30 + - C. gloeosporioides
CM4 - - Colletotrichum sp. CM31 + - C. gloeosporioides
CM5 - - Colletotrichum sp. CM32 + - C. gloeosporioides
CM6 + - C. gloeosporioides CM34 + - C. gloeosporioides
CM7 + - C. gloeosporioides CM35 + - C. gloeosporioides
CMs8 + - C. gloeosporioides CM37 + - C. gloeosporioides
CM9 + - C. gloeosporioides CM38 + - C. gloeosporioides
CM10 - - Colletotrichum sp. CM39 + - C. gloeosporioides
CMm11 + - C. gloeosporioides CM40 + - C. gloeosporioides
CM12 + - C. gloeosporioides CM41 + - C. gloeosporioides
CM13 + - C. gloeosporioides CM43 + - C. gloeosporioides
CM14 + - C. gloeosporioides CM44 + - C. gloeosporioides
CM15 + - C. gloeosporioides CM45 + - C. gloeosporioides
CM19 + - C. gloeosporioides CM52 + - C. gloeosporioides
CM22 + - C. gloeosporioides CM55 + - C. gloeosporioides
CMm23 + - C. gloeosporioides CM56 + - C. gloeosporioides
CM24 + - C. gloeosporioides CM57 + - C. gloeosporioides
CM26 + - C. gloeosporioides CM58 + - C. gloeosporioides

*Primer Cglnt (C. gloeosporioides) e Calnt2 (C. acutatum) foram usados conjuntamente com o primer ITS4 para amplificacdo da regido ITS e
identificacdo das espécies de Colletotrichum. A amplificagdo do DNA fungico de cada isolado foi designada (+) positiva ou (-) negativa.
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CM40 CM41

Figura 2. Patogenicidade dos isolados de Colletotrichum CM40, CM41,
CM43 e CM52, pertencentes aos grupos de agressividade 1 e 2, mostrando
manchas escuras e levemente deprimidas.

interacdo patégeno-hospedeiro, que determina o sucesso na patogénese
(2,11, 31, 34). Nesse sentido os resultados obtidos no presente trabalho
forneceram subsidios para o conhecimento da etiologia da antracnose
em mangueira no Nordeste brasileiro.
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